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論文内容の要旨
塩基配列解析技術の進歩に伴い、ゲノム配列解析に要する時間と費用が軽減された。これにより、微生物
の類縁種聞の比較ゲノム解析が可能となり、病原性の有無や有用物質生産のメカニズム解明等に用いられ始
めている。本研究では、牧草として利用される Lo加属の根に共生するミヤコグサ根粒菌 (Mesorhizobium10tO 
の共通性、多様性を解析する目的で比較ゲノム解析の手法を適用した。ミヤコグサ根粒菌は、宿主マメ科植
物との共生に関わる主要な遺伝子群がコードされた領域(共生アイランド)を染色体ゲノム上に持つタイプ
の根粒菌であり、共生アイランドに位置する遺伝子群の菌株間での保存性は高い傾向にある。一方、共生ア
イランド外の 16S r貯~A 遺伝子を用いて作成した系統樹は、共生アイランド上の共生関連遺伝子で計算したも
のとは異なり、菌株間での多様性が高いことが示されている。ミヤコグサ根粒菌については、栃木県で単離
された MAFF303099株の全ゲノムとニュージーランドで単離された R7A株の共生アイランドについての配列
が解析されており、これらの比較により共生アイランド内において保存されている遺伝子群と菌株に特徴的
な遺伝子群が明らかとなっている。本研究では、より多様なミヤコグサ根粒菌の菌株のゲノム情報を様々な
配列解析手法により取得することにより、菌株間の比較ゲノム解析を行い、ミヤコグサ根粒菌としての共通
性と多様性の基盤となるゲノム情報の調査を行った。
【第 1 章:ミヤコグサ根粒菌共生アイランドのコアセット候補遺伝子群及び広域宿主特異性関連遺伝子群の
推定】
ミヤコグサ根粒菌の菌株聞の共生窒素固定の共通性と多様性に関するゲノム基盤についての情報を得るこ
とを目的として、既知のミヤコグサ根粒菌において最も広い宿主特異'r1を持つ M loti NZP2037 株の共生アイ
ランドの配列を Sanger 法により決定し、既存の 2 株のゲノム情報との 3 株間で、の比較解析を行ったO 解析の
結果、 3 株の共生アイランドには、非保存領域を問に挟んだ 3 ヶ所の保存領域が検出され、保存領域内には、
共生に必須である根粒形成と窒素固定に関連する遺伝子群が検出された。更に、 3 株の遺伝子のオルソログ解
析により、ミヤコグサ根粒菌共生アイランドのコアセット遺伝子群の候補として、 3 株全てで保存される 165
遺伝子が推定された。一方、広域宿主特異性を持つ NZP2037 株に特異的な遺伝子として、共生過程において
根粒菌が合成するシグナル物質で、ある Nod ファクターの側鎖の修飾に関与する遺伝子群 (nodFEGA オベロ
ン、 nodU) および植物体との物理的な接触に関連する I 型分泌装置遺伝子 (nodO ホモログ)が検出された。
これらの遺伝子が NZP2037 株における広域宿主特異性に関与している可能性が示唆された。
【第 2 章:ミヤコグサ根粒菌 12 株の比較解析による共生アイランドのコアセット候補遺伝子群及び 広
域宿主特異性関連遺伝子群の検証】
第 l 章で推定された共生アイランドのコアセット候補遺伝子群及び広域宿主特異性に関連する遺伝子群の
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更なる検証を目的として、上記 3 株に加え、 9 株(国内単離系統 6 株及び国外単離系統 3 株)についてイルミ
ナ社製の GIIx シーケンサーを用いてドラフトゲノムの配列情報を収集し、その情報を用いた比較解析を行っ
た。解析の結果、 3 株の比較で得られたコアセット候補遺伝子のうち、代謝関連遺伝子など合計 4 つの遺伝子
が検出されない菌株が確認された。従って、共生アイランドのコアセット候補遺伝子群は 161 遺伝子に集約
されると考えられた。また、第 l 章で NZP2037 株の広い宿主特異性に関与していると推定した遺伝子(また
はオベロン)は、宿主域の狭い新規に解析した 9 株の全てにおいて検出されず、推定を支持した。
【第 3 章:全ゲノムレベルの比較解析によるミヤコグサ根粒菌のゲノム基盤に関する考察】
第 l 章、 2 章で同定したミヤコグサ根粒菌の共生アイランドのコアセット候補遺伝子群の配置の保存性(シ
ンテニー)の確認と、菌株間の全ゲノムレベルで、の比較解析を目的として、第 2 章で角平析対象とした 9 株の
中から選抜した国内単離系統 4株 (IF014996、 SRH、 TKR、 Y103A) について、ロシュ社製 454GS FLX シー
ケンサーを用いた配列解析を行うことにより、より完成度の高いゲノム配列情報の収集を行った。得られた
ゲノム配列情報を用いた比較解析の結果、共生アイランドに関しては、第 1 章の 3 株間の比較で検出された
保存領域と非保存領域の関係が確認され、非保存領域の長さが菌株間で大きく変動することが確認されると
共に、保存領域においては、国内単離系統聞の相同性が国外単離株間の相向性に比べて高いことが明らかと
なった。更に、全ゲノムレベルで、の比較解析により、ゲノムレベルでも保存性の高い領域と保存性の低い領
域の存在が検出され、それらの領域の分布が菌株間で共通していることが明らかとなった。検出された非保
存領域では、 tRNA をターゲットとしたゲノミックアイランド (GI) の挿入が供試 5株のし、ずれかで確認され
た。ただし、これらの非保存領域は、同定された GI のサイズよりも長いため、 GI の複数回の挿入により形
成された連続領域であることが推察された。このような、菌株特異的なゲノム領域と、菌株の多様性の関係
を検討する目的で、供試 5 株の生態学的特徴の差として挙げられる耐塩性に着目し、それに関連する遺伝子
群の推定とそれらの座乗領域を調べた。その結果、耐塩性を持つアルフアルファ根粒菌 (Sinorhizobiummeliloti 
1021 株)において塩ストレス下で発現上昇する遺伝子のオルソログが供試 5 株のうち耐塩性を持つ 3 株にお
いて共通に検出され、検出された遺伝子の半数以上は非保存領域に位置することが明らかとなった。これと
は別に、遺伝子導入により大腸菌に耐塩性が付与されることが示されている黄色ブドウ球菌の Na+.眉+アンチ
ポーターをコードする mnh オベロンのホモログが、ゲノムレベルの保存領域内で耐塩性を持つ YI03A 株にの
み検出された。このことから、ミヤコグサ根粒菌の持つ多様性の一部は水平伝搬により菌株特異的に獲得し
た遺伝子により付与されたものであり、一部は共通祖先の持つ遺伝子の取捨選択により付与されたものであ
ると示唆された。
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【結論】
本研究では、様々な配列解析手法により収集したゲノム情報を用いた比較ゲノム解析により、ミヤコグサ
根粒菌の共生アイランドとしての基本機能を担うコアセット候補遺伝子群を同定するとともに、菌株により
多様な宿主特異性に関連する遺伝子群を明らかにした。更に、高精度ドラフト配列情報を用いたミヤコグサ
根粒菌 5 株の全ゲノムレベルで、の比較解析により、共生アイランド以外のゲノム領域においても、菌株間で
保存性の高い領域と保存性の低い領域が連続領域として存在することを明らかにした。さらに、同定した非
保存領域とその周辺の配列を詳細に解析することにより、非保存領域の形成には複数回のゲノミックアイラ
ンドの挿入が関与している可能性を示すと共に、このような非保存領域の存在が菌株の持つ生態学的な特性
に関与していることを示唆する情報を得た。
【関連論文】
l. 盟型旦H. ， H. Hirakawa, Y. Nakamura, T. Kaneko, K. Miki, 1. Maruya, S. Okazaki, S. Tabata, K. Saeki, and S. Sato 
Commona1ities and differences among symbiosis is1ands of three A会'sorhizobium loti strains. Microbes and 
Environments. (in press) 
2. Okubo T., T. Tsukui and H.盟主包 etal. 2012. Comp1ete genome sequence ofBradyrhizobium sp. S23321: insights 
into symbiosis evo1ution in soi1 oligotrophs. Microbes and Environments. 27(3):306-15. 
3. Kaneko, T., H. 一日型辺， H. Hirakawa, N. Uchiike, K. Minamisawa, A. Watanabe, and S. Sato. 201l. Comp1ete 
genome sequence of the soybean symbiont Br，ω秒rhizobiumjaponi，ωms回inUSDA6T Genes. 2(4):763-87. 
円4? ?
論文審査結果の要旨
異板寛子の博士論文は、進歩の著しい塩基配列解析技術を活用し、比較ゲノム解析の手法
を用いて、牧草として利用される Lotus 属の根に共生するミヤコグサ根粒菌
(佐sorhizobium loti) の共通性、多様性を支えるゲノム基盤の究明を行ったものである。
まず、転移性の因子として染色体ゲノムとは独立の系統関係を示し、ミヤコグサを宿主と
して共生窒素固定を行うとしづ基本的な役割を担う共生アイランドに着目し、先行解析が行
われていた MAFF33099 株、 R7A 株に加えて、ミヤコグサ根粒菌の中で最も広い宿主特異性を
示す NZP2037 株の共生アイランドの配列を確定し、 3 菌株聞の詳細な比較解析を行った。そ
の結果、ミヤコグサ根粒菌の共生アイランドの基本的な特性を付与するコアセットの候補遺
伝子として 165 遺伝子を同定すると共に、 NZP2037 株の広域宿主性に関与すると考えられる
刀od 遺伝子群を同定した。また、比較解析の範囲を広げるために、解析対象を 12 株として
行った研究においては、新型シーケンサーの大規模解析能力を活用し、 12 株のドラフトゲ
ノム配列情報を取得し、その情報を用いて先の解析で同定したコアセットの候補遺伝子群、
および広域宿主性関連遺伝子の妥当性を確認した。
さらに、全ゲノムレベルで、の比較解析を目的として、解析対象を園内単離系統 4 株に絞っ
て実施した比較ゲ、ノム解析研究においては、 454 シーケンサーを用いた塩基配列解析により
完成度の高いドラフトゲノム配列を取得し、その情報を用いた詳細な比較ゲノム解析を実現
した。その結果、系統的に近い関係にあると考えられた園内単離系統の共生アイランドの比
較においても、海外単離株との間で検出された保存領域、非保存領域の関係、が維持される事
を見いだし、共生アイランドで高頻度の配列の欠失、挿入が起こっている事を推定し、それ
を基に共生アイランド、の構造の成立過程の考察を行った。一方、全ゲノムレベルの比較解析
からは、比較を行った菌株間で共通する領域に、各菌株に特異的な配列が検出されることを
見いだし、その周辺配列の詳細な解析からこれらの菌株特異的な配列が tRNA 遺伝子をター
ゲットとしたゲノミックアイランドの複数回の挿入により形成されたものであることを推察
するとともに、このような菌株特異的な領域に菌株の生態的な特徴に関連する遺伝子の一部
が存在する事を明らかにした。
これらの成果は、異板寛子が自立して研究活動を行うに必用な高度の研究能力と学識を有
している事を示している。したがって、虞板寛子の提出論文は、博士(生命科学)の博士論
文として合格と認める。
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